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Beschreibung 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vor- 
richtung nach dem Oberbegriff der Patentanspriiche 1 
und 4. 5 

Das Photonensynthesesystem (PS) von dunkel-adap- 
tierten Pflanzen zeigt nach Beginn der Anregung mit 
sichtbarem Licht eine Fluoreszenz ab etwa 665 nm, die 
sich zeitlich verandert. In der Abb. 1 ist der Verlauf 
schematisch dargestellt. Mit Einschalten des Anre- io 
gungslichtes la (Fig. la, lb) steigt die Fluoreszenz F(t) 
mit verschiedenen Zeitkonstanten im Bereich zwischen 
1 ns und etwa 500 ms stark an und durchlauft dabei 
einige Wendepunkte und ggf. Zwischen maxima und -mi- 
nima. Nach etwa 1 s erreicht die Fluoreszenz das Maxi- 15 
mum Fm, sinkt dann ab und erreicht, mdglicherweise 
uber mehrere Wendepunkte oder Zwischenmaxima in- 
nerhalb weniger Minuten den Gleichgewichtswert Fs. 
Der ausgepragte Kurvenverlauf wird nur bei Intensity- 
ten des Anregungslichts von einigen mW/cm 2 erreicht. 20 

Wenn das Anregungslicht abgeschaltet wird, dann 
sinkt die Fluoreszenz F (t) rasch ab. Es treten auch hier 
Zeitkonstanten vom ns-Bereich bis in den Minutenbe- 
reich auf, die Intensitaten tiberstreichen daher mehrere 
Groflenordnungen. 25 

Die bei der Induktionskinetik und der verzogerten 
Fluoreszenz auftretenden Zeitkonstanten konnen mit 
verschiedenen Komponenten des Photosynthesesy- 
stems in Verbindung gebracht werden. Der Verlauf der 
Fluoreszenz kann damit AufschluB uber die Effektivitat 30 
einzelner Komponenten geben. 

Die Schwierigkeit bei der Messung und der Interpre- 
tation der Ergebnisse besteht nun darin, daB sowohl 
Intensitaten als auch die auftretenden Zeitkonstanten 
uber einen weiteren Bereich variieren. AuOerdem ist 35 
nicht klar, welches MeBvolumen von der Fluoreszenz 
erfaQt wird. Die Messungen werden daher in Verbin- 
dung mit der Bestimmung der Chlorophyll-Konzentra- 
tion, C02-Fixierung und Sauerstoff-Erzeugung durch- 
gefuhrt. Diese Verfahren sind im Vergleich zur der Mes- 40 
sung selbst aufwendig. 

Der Anwendung der Verfahren bei der Messung von 
intakten Blattern sind aber auch deshalb Grenzen ge- 
setzt, weil die Abgrenzung von bestrahltem und nicht 
bestrahltem Blattbereich unklar ist und auBerdem durch 45 
die Dichte der Chloroplasten Anregungslicht absorbiert 
wird und durch Absorption und Re-Emission Spektrum 
und Intensitat des Fluoreszenzlichts beeinfluBt werden. 

Es ist daher vorgeschlagen worden, die "Grundfluo- 
reszenz" als Normierung zu verwenden. Darunter ver- 50 
steht man die Fluoreszenz, die auftritt, wenn die Reak- 
tionszentren des Photosynthesesystems nicht besetzt 
sind. Die Grundfluoreszenz kann naturgem&B nur am 
Anfang der Anregung mit Licht bestimmt werden, das 
aber ist schwierig, da sich gerade hier die Fluoreszenz 55 
schnell andert. Im allgemeinen sieht man deshalb den 
ersten MeBwert ungleich Null nach Einschalten als ein 
MaB fur die Grundfluoreszenz an. Eine Normierung auf 
die Grundfluoreszenz fuhrt daher zu betrachtlichen 
Fehlern. 60 

In der Praxis wird daher selten die Normierung auf 
die Grundfluoreszenz benutzt, sondern man betrachtet 
das Verhaitnis Fm/Fs. Auf diese Weisegeht Information 
verloren, da in jedem der beiden Signale Informationen 
uber die Effektivitat verschiedener Komponenten des 65 
Photosynthesesystems enthalten ist AuBerdem ist die 
Variation dieser GroBe betrachtlich. 

Es ist fur diese Art der Messungen notwendig, die 



Probe sehr schnell mit einer Lichtquelle zu bestrahlen, 
deren Intensitat nach Beginn der Anregung konstant 
sein muB. Mit Blitzlampen oder gepulsten Lasern lassen 
sich diese Effekte nicht untersuchen. 

Von M. Voss et al, Fluorometric Detection of Photo- 
system II Herbicide Penetration and Detoxification in 
Whole Leaves. Weed Science 32 (1984) 675 wird ein 
Laser mit einem mechanischen VerschluB beschrieben. 
Damit werden Offnungszeiten im Bereich von etwa 2 ms 
erreicht. Da aber die interessierende Fluoreszenz mit 
einer Zeitkonstanten von uSekunden ansteigen kann, 
andert sich die Fluoreszenz wahrend der Offnung schon 
stark und man erhait keine zuverlassige Messung der 
Grundfluoreszenz. 

Weiterhin ist aus U. Schreiber et el, Portable solid- 
state Fluorometer for the Measurement of chlorophyll 
Fluorescence induction in plants. Rev.Sci.Instrum. 46 
(1975) 538, eine MeBanordnung bekannt, bei der eine 
Diode zur Erzeugung des Anregungslichts verwendet 
wird. Dioden kann man innerhalb einiger ns an- und 
abstellen. Der Nachteil ist, dafl Dioden im Vergleich zu 
anderen Lichtquellen eine geringe Intensitat haben und 
auBerdem ein Emmissionsspektrum aufweisen, das mit 
dem der Fluoreszenz uberlappt Die geringe Intensitat 
des Anregungslichts und die Notwendigkeit der Separa- 
tion des Fluoreszenzlichts mit Filtern fiihrt dazu, daB 
wenig Licht zur Detektion zur Verfiigung steht. Aus 
diesem Grund kann die Fluoreszenz erst dann erfaBt 
werden, wenn sie schon eine betrachtliche Intensitat 
erreicht hat Die Bestimmung der Grundfluoreszenz 
kann daher ebenfalls nur ungenau erfolgen. 

Man hilft sich daher damit, den ersten gemessenen 
Wert als Grundfluoreszenz anzusehen. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, bei der 
Messung der Induktions-Kinetik wie auch der verzdger- 
ten Fluoreszenz des Photosynthesesystems eine Nor- 
mierung zu ermdglichen. Diese Normierung kann durch 
die Bestimmung der Grundfluoreszenz geleistet wer- 
den. Das aber ist mit den bestehenden Verfahren nur 
unzureichend moglich. 

AuBerdem wird mit dem Anstieg der Fluoreszenz von 
der Grundfluoreszenz aus eine weitere Komponente 
ermittelt, die ebenfalls Aussagen uber das Photosynthe- 
sesystem liefert 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB durch den 
kennzeichnenden Teil der Patentanspriiche 1 und 4 ge- 
lost. Die ubrigen Patentanspriiche stellen vorteilhafte 
Ausgestaltungen der Erfindungen dar. 

Folgende Vorteile lassen sich mit der Erfindung erzie- 
len: 

Die Kombination Laser, schneller optischer Schalter 
und mechanischer Schalter zusammen mit der Intensi- 
tatsstabilisierung erlaubt 

a) das Ein- und Ausschalten des Anregungslichts in 
weniger als 10 ns (Vorteil gegentiber mechanischen 
Schaltern, ms), 

b) das Schalten und Aufrechterhalten einer kon- 
stanten Leistung fur eine beliebig lange Zeit (Vor- 
teil gegenuber gepulsten Lasern), 

c) das Schalten einer ausreichend hohen Intensitat 
des Anregungslichts, die einen ausgepragten Kur- 
venverlauf der Induktions-Kinetik und eine filr die 
Detektion ausreichende Intensitat des Fluores- 
zenzlichts erzeugt (Vorteil gegentiber der Erzeu- 
gung des Anregungslichts mit einer Diode) und 

d) das Schalten des Anregungslichts mit einer ho- 
hen Frequenzscharfe, die die Separation des Fluo- 
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reszenzlichts vom Erregerlicht erleichtert (Vorteil 
gegenuber einer Diode, die ilblicherweise eine 
Bandbreite von uber 20 nm hat 

Durch die der gegebenen Intensity angepaBten De- 5 
tektorempfindlichkeit ergeben sich folgende Vorteile: 

a) Die stark unterschiedlichen Intensitaten konnen 
mit einem Detektor erfaBt werden. Dadurch blei- 
ben spektrale Empfindlichkeit, Raumwinkel und 10 
MeBwinkel konstant und es entfailen sonst notwen- 
dige Anpassungsmessungen: 

b) Bei der digitalen MeBwerterfassung ist das De- 
tektorausgangssignal an den Eingangsbereich des 
angeschlossenen Analog-Digital-Konverters ange- 15 
paBt Dem Auftreten von niedrigen Ausgangssigna- 
len muB nicht dadurch Rechnung getragen werden, 
daB ein Analog-Digital-Konverter mit sehr hoher 
Auflosung eingesetzt werden muB. Die hohe Auflo- 
sung des Analog-Digital-Konverters reduziert 20 
auch die maximale Abtastrate. 



Bei den bisherigen Verfahren wird eine konstante 
Empfindlichkeit benutzt 

Die Anpassung der Zeitkonstante an die notwendige 25 
Abtastrate verringert das Rauschen und tragt so zur 
Datenreduktion bei. In den bisherigen Verfahren wird 
nur eine Zeitkonstante verwendet 

In der speziellen Aufgabe der Messung der Chloro- 
phyll-Fluoreszenz ist es moglich, mit dem gleichen De- 30 
tektor die Grundfluoreszenz mit einer Auflosung von 
10 us zu bestimmen und die sehr viel hohere Maximal- 
fluoreszenz. Insbesondere ist es mdglich, die verzc-gerte 
Fluoreszenz Uber mehrere GrdBenordnungen hinweg 
zu verfolgen. 35 

Ein AusfUhrungsbeispiel fur die Erfindung wird 1m 
folgenden anhand der Figuren naher beschrieben: 

Es zeigen: 

Fig, la und lb den zeitlichen Verlauf der Intensitat la 
der geschalteten Laserintensitat bzw. die Intensitat F(t) 40 
der Fluoreszenz. 

Fig. 2 eine schematische Darstellung der MeBanord- 

nung. 

Fig. 3 ein Blockschaltbild fur die Anordnung. 
Fig. 4 zeigt die Steuerung fur die Hochspannung 12. 45 
Fig. 5 zeigt zwei Beispiele fur den Beginn der Fluo- 
reszenz. 

Fig. 6 zeigt den Anfang einer Fluoreszenz im vergro- 
Berten ZeitmaBstab. 

Fig. 7a, b, c, zeigt die Wirkung von optischem und 50 
mechanischem Schalter auf die Intensitat des Lasers 1. 

Der Aufbau der Optischen Anordnung und eine Prin- 
zipschaltung der Elektronik sind in Fig. 2 dargestellt 

Zur Anregung der Fluoreszenz wird ein Laser 1 be- 
nutzt, da er genugend Intensitat liefert und aufgrund der 55 
Frequenzscharfe des Lichts die Separation des Fluores- 
zenzlichts wesentlich erleichtert 

Der Optische Schalter 2 dient zum Ein- und Ausschal- 
ten des Lichtes fur die Anregung. 

Es konnen mehrere Gerate benutzt werden (z.B. auch 60 
Pockels-Zellen). In dem ersten Anwendungsbeispiel 
wird ein akusto-optischer Modulator verwendet, der 
z.B. wesentlich einfacher und preiswerter ist als ein 
Q-switsch im Laser. Es lassen sich Schaltzeiten von eini- 
gen 10 ns erreichen und die Leistung des eingestrahlten 65 
Lichts kann einige 10 mW betragen. 

Mit einem Laser laBt sich der akusto-optische Modu- 
lator in einfacher Weise betreiben. 



Fur die exakte Erfassung der Induktions-Kinetik und 
den Vergleich der Intensitaten bei verschieden zeitli- 
chen Phasen ist es notwendig, daB die Intensitat des 
Anregungslichts nach dem Einschahen zeitlich konstant 
bleibt Da die Laserintensitat schwanken kann und auch 
die optischen Eigenschaften der Schalter nach dem Ein- 
schalten nicht sofort stabilisiert sind, werden folgende 
Komponenten zur Stabilisierung eingesetzt 

Vor dem optischen Schalter 2 ist ein zusatzlicher me- 
chanischer Schalter 31 eingesetzt, der Offnungs- und 
SchlieBzeiten unter 10 ms hat Der mechanische Schal- 
ter 31 ermoglicht es, den optischen Schalter fast immer 
eingeschaltet zu lassen, so daB sich seine Eigenschaften 
stabilisieren konnen (thermische Effekte). Soli nun der 
Strahl eingeschaltet werden, so schlieBt der optische 
Schalter 2 (siehe Fig. 7a), der mechanische Schalter 31 
offnet (siehe Fig. 7b) und der optische Schalter 2 offnet 
ebenfalls, nachdem 31 vollstandig offen ist Auf diese 
Weise wird der optische Schalter 2 nur wahrend der 
VerschluBzeiten des mechanischen Schalters geschlos- 
sen, so daB seine Stability nicht beeintrachtigt wird. 
Beim Ausschalten des Strahls wird in umgekehrter Rei- 
henfolge verfahren. Zuerst schlieBt der optische Schal- 
ter 2, dann der mechanische Schalter 31 und anschlie- 
Bend offnet sich wieder der optische Schalter 2. 

Urn weitere Schwankungen der Strahlintensitat zu 
kompensieren, wird mit einem teildurchiassigen Spiegel 
28 ein Teil des Strahls auf den Detektor zur Strahlkon- 
trolle 29 gelenkt Dessen Signal 37 wird in einer Steuer- 
einheit "Strahlkontrolle" 30 verarbeitet, die den optsi- 
chen Schalter 2 uber das Signal 38 so moduliert, daB die 
Strahlintensitat konstant ist (Feinregulation). Der Be- 
ginn dieser Steuerung muB gegeniiber dem Signal 36 
verzogert sein, da der Strahl sonst nicht seine voile Lei- 
stung erreicht 

Das Licht wird uber ein Faserbundel 3 auf die Probe 4 
in der MeBkuvette 5 gelenkt Durch den anderen Arm 
des Faserbundels wird das Licht zum optischen Filter 6, 
vorzugsweise ein lnterferenzfilter, gefuhrt, der das 
Fluoreszenzlicht im Bereich ab 665 nm selektiert 

Die Detektoreinheit 7 ist in ihrer Empfindlichkeit 
durch das Signal 32 steuerbar und erzeugt das MeBsi- 
gnal 33. Die Einheit 8 erzeugt aufgrund von vorgegebe- 
nen Steuersignalen 34 und dem MeBsignal 33 das Signal 
32 zur Einstellung der Empfindlichkeit des Detektors. 
AuBerdem modifiziert Einheit 8 Signal 33 in der Weise, 
daB aufgrund der gegebenen Intensitat und Zeitkon- 
stante eine optimale Erfassung des resultierenden MeB- 
signals 35 durch die Einheit 9 (Datenerfassung und Ver- 
suchssteuerung) ermbglicht wird. Einheit 9 erzeugt auch 
die Steuersignale 36 fur Steuereinheit Strahlinensitat 30 
und Signal 34 fiir die Einheit 8. 



Die Beschreibungder Komponenten im Einzelnen 
(Fig. 3) 

Die Fluoreszenz uberstreicht einen betrachtlichen In- 
tensitatsbereich. Ein PhotomultipHer 10 als Detektor- 
Einheit 7 hat eine wesendich groBere Empfindlichkeit 
als eine Diode. Auf diese Weise kann man Anregungs- 
und Fluoreszenzlicht wesentlich besser trennen, was aus 
Mangel an scharfkantigen optischen Filtern auch zu ei- 
nem betrachtlichen Verlust an Fluoreszenzintensitat 
fOhrt Der Photomutiplier hat aber noch als weiteren 
wesentlichen Vorteil, daB die Empfindlichkeit durch die 
Variation der PM-Spannung 32 Uber einen weiteren Be- 
reich den Erfordernissen angepaBt werden kann. 

Eine logische Schaltung zur Hochspannungs-Steue- 
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rung 12 erkennt aufgrund des Steuersignals 34, das eine 
Zusammenfassung der einzelnen Signale 39, 40 und 41 
ist und des Photomultiplier- Ausgangssignals 42 das eine 
Realisierung des Detektorsignals 33 ist, wann die Emp- 
findlichkeit grower oder kleiner eingestellt werden muB. 
In diesem Fall wird der Wert 43 geandert, der die regel- 
bare Hochspannungsversorgung 11 steuert (Ausgang 
32> 

Die Anderungen von 43, bewirken Anderungen der 
entsprechenden Verstarkungsfaktoren im Zwischen- 
speicher 18 bzw. Interface 19. 

Die [Combination zwischen Hochspannungssteue- 
rung 11 und Photomultiplier 10 ist deshalb gunstig, weil 
eine relativ geringe Spannungsanderung durch die Mul- 
tipIier-Eigenschaft eine Anderung der Empfindlichkeit 
urn eine GrftBenordnung bewirkt In einem Anwen- 
dungsbeispiel wird die Empfindlichkeit innerhalb von 
2- 10 us umgestellt 

Bei niedrigen Intensitaten wird der Photomultiplier 
10 mithilfe der Einheit 13 (Verstarker-Diskriminator) als 
Photonenzahler geschaltet, so daB 44 eine Impulsfolge 
logischer Signale ist, deren Zahlrate proportional zur 
Intensitat des Fluoreszenzlichts ist. 

Die Bestimmung sehr niedriger Intensitaten der Fluo- 
reszenz ist gerade bei der verzdgerten Fluoreszenz un- 
bedingt notwendig, da hier die Intensitat uber einen 
Bereich von 8 Zehnerpotenzen abfallt. 

Bei hoheren Lichtintensitaten ist die Photonenzahl- 
technik nicht mehr einsetzbar, da die einzelnen Impulse 
nicht mehr aufldsbar sind. In diesem Fall wird 42 als 
Analogsignal im Verstarker 14 weiterverarbeitet, des- 
sen Verstarkung und Zeitkonstante an die gegebene 
Intensitat und die Abtastrate 51 fur das Eingangssignal 
46 des Analog-Digital-Konverters 17 angepaBt sind. 

Die bisher auftretenden Zeitkonstanten sind so kurz, 
daB die MeBwertaufnahme nicht direkt mit einem Rech- 
ner erfolgen kann. Sobald dies aber der Fall ist, werden 
die Signale 47 aus dem Verstarker 15 direkt mit dem 
Interface 19 verarbeitet Es empfiehlt sich aber fur Ver- 
starker 15 eine groBere Zeitkonstante zu wahlen, da die 
geringere Zeitkonstante von Verstarker 14 nicht nfltig 
ist und daruber hinaus aufgrund der grdBeren Bandbrei- 
te des Rauschen unndtig groB bleibt 

In der Einheit 9 sind folgende Komponenten enthal- 
ten: 

Bei sehr schnell veranderlicher Fluoreszenz ist ein Zwi- 
schenspeicher und eine Steuerung notwendig (Einheit 
18). Entsprechend dem Takt 50 zahlt Zahler 16 die Pho- 
tonenimpulse und ubergibt die Zahlrate in Form der 
Binarzahl 48 an den Zwischenspeicher 18. In ahnlicher 
Weise wandelt der Analog- Digital-Konverter 17 das 
Analogsignal 46 in die Binarzahl 49 urn und ubergibt sie 
entsprechend Takt 51 an Einheit 18. Die Steuersignale 
39, 40 und 41 steuern die Hochspannungssteuerung 12 
und aktivieren die Verstarker 13, 14 und 15. Nach Ende 
des aktuellen Versuchs werden aufgrund der Steuersi- 
gnale 52 die Daten 53 aus dem Zwischenspeicher 18 
liber das Interface 19 in den Rechner 20 gelesen. Interfa- 
ce 19 erzeugt auch das Signal 36 fur die Steuereinheit 
Strahiintensitat30. 

Die Steuereinheit Strahlintensitat 30 hat folgende 
Aufgaben: 

Aufgrund des Signals 36, das Ein- und Ausschalten der 
Laserintensitat anzeigt, erzeugt Einheit 30 das Signal 38 
fur den optischen Schalter 2 und das Signal 54 fur den 
mechanischen Schalter 31 in einer Reihenfolge, die die 
Verzogerung und Offnungs- und SchlieBzeiten von me- 
chanischem Schalter 31 berucksichtigen und in Abb. 7 



dargestelltsind. 

Fig. 7a zeigt das Verhalten des optischen Schalters 2, 
der die Steilheit der Flanken bestimmt und Fig. 7b zeigt 
das Verhalten des mechanischen Schalters mit Verzoge- 
5 rung und Offnungs- und SchlieBzeiten. 

Fig. 7c zeigt die resultierende Laser- Leistung, die 
durch die Schaltung von optischem Schalter 2 bestimmt 
ist. 

Die Steuereinheit 30 verarbeitet auch das Signal 37, 

io das bei ansteigender Strahlintensitat das Signal 38 modi- 
fiziert, urn den optischen Schalter 2 so zu steuern, daB 
die Intensitat wieder sinkt 

Zu Beginn ist 38 auf einem voreingestellten Wert und 
erst nach einer Verz6gerung beginnt diese Steuerung zu 

is arbeiten. Die Dauer der Verzogerung hangt von den 
Zeitkonstanten aus optischem Schalter 2 und des Detek- 
tors "Strahlkontrolle" 29 ab. Es muB darauf geachtet 
werden, daB der Sollwert unter der maximalen Intensi- 
tat eingestellt wird. 

20 Die Steuerung der Hochspannung 12 ist in Abb. 4 
genauer dargestellt. Das Photomultipliersignal 42 wird 
in den beiden Komparatoren 23 und 24 mit den Schwel- 
len 55 und 56 verglichen (55 kleiner 56). Bei Oberschrei- 
ten der Schwelle werden die logischen Signale 57 und 58 

25 high. Der Ausgang 59 von Einheit (25), Exklusives Oder, 
ist genau dann high, wenn 42 zwischen R 1 und R 2 liegt 
Wenn das entsprechende Signal 39, 40, 41 anliegt, ist das 
Signal 60 ebenfalls high und der Schalter 27 schaltet das 
vorher festgelegte Signal 61 auf den Ausgang 62 zur 

30 Steuerung der regelbaren Hochspannung. Die Signale 
57 und 58 kdnnen fur die Erhohung und Erniedrigung 
der Empfindlichkeit weiter verarbeitet werden. 

Die eindeutige Bestimmung der Grundfluoreszenz F 0 
ist mit diesem Verfahren mdglich. 

35 In Fig. 5 ist die Induktionskinetik der Fluoreszenz in 
den ersten 70 ms aufgetragen. Man erkennt anhand der 
unterschiedlichen Steigung, daB mehrere Zeitkonstan- 
ten zum tragen kommen. Die Abtastrate von 10 us ge- 
sattet es, Zeitkonstanten bis zu dieser GroBe festzustel- 

40 len. Nach Stand der Literatur kdnnen damit alle Zeit- 
konstanten im Zusammenhang mit der Elektronenstran- 
sportkette und den biochemischen Vorgangen erfaBt 
werden. 

In Fig. 6 ist der Anfang der Fluoreszenz nocheinmal 
45 herausgezeichnet Es ist offensichtlich, daB man durch 
Extrapolation aus dem Bereich zwischen 0,2 ms und 
3 ms auf den Zeitpunkt 0 die Grundfluoreszenz F 0 sicher 
bestimmen kann, 

so Bezugszeichenliste 

1 Laser 

2 optischer Schalter 

3 Faserbundel 
55 4 Probe 

5 MeBkuvette 

6 Optischer Filter 

7 Detektoreinheit 

8 Einheit zur Empfindlichkeitssteuerung 

60 9 Einheit Datenerfassung und Versuchssteuerung 

10 Photomultiplier 

11 Regelbare Hochspannungsversorgung 

12 Hochspannungssteuerung 

13 Verstarker Diskriminator 
65 14 Verstarker 

15 Verstarker 

16 Zahler 

17 Analog- Digital-Wandler 
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18 Zwischenspeicher und Steuerung 

19 Interface 

20 Rechner 

21 Potentiometer 

22 Potentiometer 

23 Komparator 

24 Komparator 

25 ExclusivesOder 

26 Und-Stufe 

27 Analog-Schalter 

28 Teildurchlassiger Spiegel 

29 DetektorzurStrahlkontrolle 

30 SteuereinheitStrahlintensitat 

31 Mechanischer Schalter 

32 Empfindlichkeitssteuerungvon7 

33 Detektor-Ausgangssignal 

34 Steuersignal f Qr Empfindlichkeitssteuerung 8 

35 Modifiziertes MeBsignal 

36 Steuersignal fur Laserintensitat 

37 MeBsignal der Laserintensitat 

38 Steuerung des optischen Schalters 

39 Steuersignale fUr Einheit 12 und 13 

40 Steuersignale ftlr Einheit 12 und 14 

41 Steuersignale fQr Einheit 12 und 15 

42 Ausgangssignale des PM 

43 Eingangssignal fur regelbare Hochspannung 

44 Photonenimpulse 

45 Taktratef0rADC17 

46 AusgangVerstarkerl4 

47 AusgangVerstarkerlS 

48 Binarzahl aus Zahler 16 

49 Binarzahl aus ADC 17 

50 Taktfur Zahler 16 

51 Taktfur ADC 17 

52 Steuersignal ftir Zwischenspeicher 18 

53 Daten aus Zwischenspeicher 18 

54 Steuersignal fur mechanischen Schalter 

55 Unteres Referenz-Signal 

56 Oberes Referenz-Signal 

57 Indikator fur Unterschreiten von 55 

58 Indikator fur Unterschreiten von 56 

59 Indikator fur Schwellenuberschreitung 

60 Logisches Signal fur Anderung der Enipfindlichkeit 

61 Vorgewahltes Signal fur Analog-Schalter 
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1. Verfahren zur Bestimmung schnell veranderli- 
cher Fluoreszenzvorgange an biologischen Proben 
durch Anregung mit einem abschaltbaren Laser, 50 
wobei das Fluoreszenzlicht der Probe mit einem 
Detektorsystem erfaflt wird, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl 

a) die Laserintensitat in weniger als einer jisec 
eingeschaltet und wahrend der gesamten Be- 55 
strahlungszeit konstant gehaiten wird, dabei 

wird . 

b) die Fluoreszenzstrahlung in einem durch ein 
optisches Filter vorgegebenen Wellenlangen- 
bereich mit einem Detektor erfaflt, derart daB &o 
far geringe Intensitaten Photonen gezahlt 
werden und daB fQr habere Intensitaten die 
Verstarkung des Detektorausgangssignals au- 
tomatisch so verandert wird, daB der Dyna- 
mikbereich eines Analog-Digital-Wandlers 65 
voll ausgeniitzt wird, wobei 

c) die Abtastraten und die Verstarkerzeitkon- 
stanten an die zeitliche Veranderung der Fluo- 



reszenzintensitat angepaBt werden und dann 

d) nach einer Bestahlungszeit im Minutenbe- 
reich die Laserintensitat in weniger als einer 
usee abgeschaltet wird 

e) und schlieBlich die Fluoreszenz ohne Laser- 
anregung fur eine bestimmte Zeit erf aBt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennn- 
zeichnet, daB das Ein- und Abschalten der Laserin- 
tensitat mit einer Kombination aus einem mechani- 
schen Schalter und einem optischen Schalter 
durchgefUhrt wird, derart daB der optische Schalter 
nur wahrend der Offnungs- und SchlieBphase des 
mechanischen Schalters geschlossen wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder dem folgenden, 
dadurch gekennzeichnet, daB als Detektor ein Pho- 
tomultiplier verwendet wird, dessen Verstarkung 
uber die Variation der Hochspannung verandert 
wird. 

4. Vorrichtung zur Bestimmung schnell veranderh- 
cher Fluoreszenzvorgange an biologischen Proben 
durch Anregung mit einem abschaltbaren Laser, 
wobei das Fluoreszenzlicht der Probe mit einem 
Detektorsystem erfaBt wird, dadurch gekennzeich- 
net, daB eine steuerbare Kombination von einem 
optischen und einem mechanischen Schalter zwi- 
schen dem Laser und der Probe angeordnet ist, und 
daB eine Empfindlichkeitssteuerung (8) zwischen 
Detektoreinheit (7) und der Datenerfassung und 
Versuchssteuerung(9) vorgesehen ist 

5. Vorrichtung nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Detektoreinheit (7) ein Photomul- 
tiplier(10)ist. 

6. Vorrichtung nach Anspruch 4 oder dem folgen- 
den, dadurch gekennzeichnet, daB die Probe durch 
ein Faserbilndel (3) an den Laser (1) und an die 
Detektoreinheit (7) angekoppelt ist. 

7. Vorrichtung nach Anspruch 4 oder einem der 
folgenden, dadurch gekennzeichnet, daB zwischen 
der Detektoreinheit (7) und dem benachbarten Fa- 
serbundelende (3a) ein Interferenzfilter (6) ange- 
ordnet ist. 

8. Vorrichtung nach Anspruch 4 oder einem der 
folgenden, dadurch gekennzeichnet, daB vor dem 
Faserbundelende (3b) ein Strahlteiler angeordnet 
ist, in dessen reflektierten Strahlengang ein weite- 
rer Detektor (29) liegt 

9. Vorrichtung nach Anspruch 4 oder einem der 
folgenden, dadurch gekennzeichnet, daB sie fur 
Messungen an Photosynthesesystemen verwendet 
wird. 
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